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BAB 4 METODE PENELITIAN 
4.1 Rancangan penelitian 
     Pada penelitian ini menggunakan rancangan penelitian True - Experimental 
dengan menggunakan Post Test Only Control Group Design. Metode yang 
digunakan adalah Tube Dilution Test dan Dilution Agar untuk mengetahui 
pengaruh ekstrak daun lidah buaya (Aloe vera) dalam menghambat 
pertumbuhan Malassezia furfur. 
4.2 Tempat dan Waktu Penelitian  
      Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Biomedik Universitas 
Muhammadiyah Malang selama bulan Desember 2019. 
4.3 Populasi dan Sampel 
4.3.1 Populasi 
     Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah biakan murni 
Malassezia furfur yang diperoleh dari Laboratorium Biomedik Fakultas 
Kedokteran Universitas Muhammadiyah Malang. 
4.3.2 Sampel  
      Sampel dalam penelitian ini adalah jamur Malassezia furfur yang  
diambil dengan Simple Random Sampling. 
4.3.3 Besar Sampel  
Penelitian menggunakan 8 kelompok perlakuan ekstrak daun lidah 
buaya (Aloe vera) dan 2 kelompok kontrol yaitu 1 kelompok kontrol 
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bahan dan 1 kelompok kontrol jamur Malassezia furfur. Sehingga 
terdapat 10 kelompok. Penentuan jumlah pengulangan menggunakan 
rumus (Arifin & Zahiruddin, 2017), yaitu: 
Degrees of Freedom (DF) = 10 (minimum) - 20 (maksimum) 
 Rumus: (n x k) – k 
 Maka diperoleh: 
 Minimum:10 = (n x 10) -10 
       20 = 10n 
         n = 2 
 Maksimum:20 = (n x 10) – 10 
         30 = 10n 
           n = 3 
Keterangan: 
k = jumlah tabung 
n = jumlah replikasi  
Menurut hasil penghitungan diatas, maka diperlukan pengulangan 
untuk sampel sebanyak 2-3 kali. Sehingga dalam penelitian ini 
membutuhkan 20 atau 30 kelompok perlakuan. 
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4.4 Variabel Penelitian 
4.4.1 Variabel Bebas  
     Variabel bebas dalam penelitian ini adalah dosis ekstrak daun lidah 
buaya (Aloe vera) dalam berbagai konsentrasi. 
4.4.2 Variabel Kontrol  
     Variabel kontrol dalam penelitian ini adalah medium biakan, suhu 
inkubasi 37°C dan waktu inkubasi 3 x 24 jam  (Choirunnisa, Septiani & 
Syam, 2017).  
4.4.3 Variabel Tergantung 
     Variabel tergantung pada penelitian ini adalah jumlah koloni 
Malassezia furfur pada Sabourad Dextrose Agar (SDA) setelah diberi 
ekstrak daun lidah buaya (Aloe vera) dalam berbagai konsentrasi atau 
dosis, dan kejernihan tabung reaksi yang telah dicampur dengan 
Malassezia furfur dan ekstrak daun lidah buaya. 
4.5 Definisi Operasional Variabel 
No Variabel Definisi Cara 
Pengukuran 
Indikator 
Penilaian 
Skala 
1. Ekstrak  
daun lidah 
buaya 
(Aloe 
vera) 
 daun lidah buaya 
yang digunakan 
dalam penelitian 
diidentifikasikan 
di Materia 
Medika, Kota 
Batu dan 
dilakukan proses 
 Konsentrasi: 
1. 100% 
2. 50% 
3. 25% 
4. 12,5
% 
Kategori
k ordinal 
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ekstraksi di 
Laboratorium 
Fakultas 
Kedokteran 
Universitas 
Muhammadiyah 
Malang dengan 
pelarut etanol 
70%. Lidah buaya 
dibersihkan dan 
dikeringkan 
menggunakan 
oven suhu 400C 
kemudian 
dihaluskan. 
Bubuk daun lidah 
buaya tersebut 
akan rendam 
dengan 500ml 
etanol 70% 
selama 3 hari dan 
setelah itu 
disaring. Ekstrak 
daun lidah buaya 
kemudian 
diuapkan dengan 
rotary evaporator 
pada suhu 40o C 
dan dipekatkan 
dengan 
waterbath.  
5. 6,25
% 
6. 3,125
% 
7. 1,56
% 
8. 0,78
% 
9. 0,39
% 
10. 0% 
2. Pertumbu
han 
Malassezi
a furfur 
Pertumbuhan 
jamur yang dilihat 
dengan 
menghitung 
koloni Malassezia 
furfur 
Perhitungan 
menggunakan 
Colony 
Counter 
Jumlah 
koloni jamur 
Malassezia 
furfur pada 
setiap media 
agar padat. 
 
Numerik 
ratio 
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KHM 
(Kadar 
Hambat 
Minimal) 
Konsentrasi 
minimal ekstrak 
daun lidah buaya 
(Aloe vera) yang 
mampu 
menghambat 
pertumbuhan 
jamur Malassezia 
furfur dengan 
melihat 
kejernihan pada 
tabung. 
 
 
 
 
 
 
 
atau 
Konsentrasi 
minimal 
ekstrak daun lidah 
buaya 
(Aloe vera) yang 
mampu 
menghambat 
pertumbuhan 
jamur M. furfur 
>90% dari 
inoculum asal 
pada SDA 
Visual dengan 
minimal 2-3 
orang untuk 
menghindari 
subjektivitas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Menggunakan 
Colony 
counter 
 
1. Jernih: 
apabila 
berwarna 
sama 
dengan 
kontrol 
positif 
yaitu 
ekstrak 
daun 
lidah 
buaya 
dengan 
latar 
belakang 
kertas 
putih. 
2. Keruh: 
apabila 
berwarna 
sama 
dengan 
kontrol 
negatif. 
Konsentrasi 
terendah 
dengan 
jumlah 
koloni 
M. furfur 
<10% dari 
kontrol 
negatif 
yang 
dihitung 
dengan 
Colony 
Counter 
 
Kategori
k 
nominal 
 
 
 
 
 
 
 
 
Numerik 
ratio 
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KBM 
(Kadar 
Bunuh 
Minimal) 
Konsentrasi 
minimal ekstrak 
ekstrak daun lidah 
buaya (Aloe vera) 
yang dapat 
membunuh jamur 
Malassezia furfur 
99.9% dari 
inoculum asal 
pada SDA. 
Penghitungan 
menggunakan 
Colony 
Counter 
Tidak adanya 
pertumbuhan 
jamur 
Malassezia 
furfur atau 
maksimal 0,1 
% dari 
control bahan 
yang dihiting 
dengan 
Colony 
Counter. 
Numerik 
ratio 
 
4.6 Instrumen Penelitian 
4.6.1 Alat dan Bahan Pembuatan Sabourad Dextrose Agar (SDA) 
1. Alat 
a. Labu Erlenmeyer 
b. Autoklaf 
c. Neraca 
d. Cawan petri 
2. Bahan 
a. Aquades 
b. Bahan SDA 
c. Antibiotik Kloramfenikol 
d. Minyak zaitun 
e. Tween  
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4.6.2 Alat dan Bahan Pembuatan Sabourad Dextrose Broth (SDB) 
1. Alat 
a. Labu Erlenmeyer 
b. Autoklaf 
c. Neraca 
d. Tabung reaksi 
2. Bahan 
a. Aquades 
b. Bahan SDB 
c. Antibiotik Kloramfenikol 
d. Minyak zaitun 
e. Tween  
   4.6.3 Alat dan Bahan Peremajaan Jamur  
1. Alat 
a. Ose 
b. Inkubator 
2.  Bahan 
a. Biakan jamur Malassezia furfur 
b. SDA 
4.6.4 Alat dan Bahan Pembuatan Perbenihan Cair 
1. Alat 
a. Ose 
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b. Tabung reaksi 
c. Vortex 
2. Bahan 
a. NaCl fisiologis 
b. Hasil peremajaan biakan jamur Malassezia furfur 
c. Larutan McFarland I  
d. Larutan SDB 
4.6.5 Alat dan Bahan Pembuatan Ekstrak Daun Lidah Buaya (Aloe vera) 
1. Alat  
a. Rotary evaporator 
b.  Maserator 
c. Corong bucher 
d. Lemari pendingin 
e. Oven 
f.  Tabung reaksi steril 
g. Neraca 
h. Soxhlet 
2. Bahan 
a. Simplisia kering daun lidah buaya (Aloe vera) 
b. Pelarut etanol 70% 
4.6.6 Alat dan Bahan Uji Kepekaan Antimikroba 
1. Alat  
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a. Tabung reaksi steril 
b. Mikropipet 1 ml  
c. Lampu spiritus  
d. Colony counter  
e.  Ose Lengkung  
f.    Label  
g. Inkubator  
h. Spektrofotometer 
4.7 Prosedur Penelitian 
4.7.1 Sterilisasi Alat 
 Sterilisasi alat dilakukan dengan : 
a. Mencuci semua alat dengan sabun  hingga bersih lalu dibilas dengan 
bersih dan membiarkannya hingga kering. 
b. Alat-alat yang terbuat dari gelas disterilisasi dalam oven selama 2 jam 
pada suhu 180°C, ose disterilkan dengan cara dipijarkan pada nyala 
api spirtus. Spuit disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 
15 menit  (Yusmaini & Bahar, 2018) 
4.7.2 Pembuatan Medium Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 
a. Menimbang bahan SDA sebanyak 40 gram, lalu tambahkan aquades 
sebanyak 600 ml. 
b. Campurkan minyak zaitun 0,6 ml dan tween 0,6 ml. Setelah tercampur, 
tambahkan kedalam bahan SDA yang telah dicampur dengan aquades. 
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c. Bahan direbus sampai tercampur rata lalu disterilisasi dalam autoklaf 
pada suhu 121°C selama 15 menit.  
d. SDA yang telah disterilisasi dituangkan ke dalam masing-masing 
cawan petri sebanyak 20 ml. 
e. Setelah tidak terlalu panas, tambahkan antibiotik kloramfenikol 
sebanyak 240 mg untuk mencegah kontaminan (Anam, Cahyono & 
Kusrini, 2006; Muthoharoh & Zainab, 2015). 
4.7.3 Pembuatan Medium Sabouraud Dextrose Broth (SDB) 
a. Timbang bahan SDB sebanyak 2 gram, lalu tambahkan aquades 
sebanyak 30 ml dan diaduk secara merata. 
b. Campurkan minyak zaitun 0,03 ml dan tween 0,03 ml. Setelah 
tercampur, tambahkan kedalam bahan SDB yang telah dicampur 
dengan aquades. 
c. Bahan direbus sampai tercampur rata. 
d. Bahan yang telah direbus disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C 
selama 15 menit. 
e. SDB yang telah disterilisasi dituangkan ke dalam tabung reaksi. 
f. Setelah dingin, tambahkan antibiotik kloramfenikol 12 mg untuk 
mencegah kontaminan (Anam, Cahyono & Kusrini, 2006; Muthoharoh 
& Zainab, 2015). 
4.7.4 Peremajaan Jamur  
Peremajaan jamur Malassezia furfur dilakukan dengan cara 
mengambil satu ujung ose steril dari biakan jamur Malassezia furfur 
42 
 
 
 
kemudian diinokulasikan atau digoreskan pada medium SDA dan 
diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37°C (Silvia, Arreneuz, & 
Wibowo, 2015) 
4.7.5 Pembuatan Perbenihan Cair 
     Pembuatan perbenihan cair dilakukan dengan cara mengambil satu 
ujung ose steril dari hasil peremajaan biakan jamur Malassezia furfur 
kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi NaCl 
fisiologis steril dan dikocok dalam vortex hingga kekeruhan sesuai 
dengan standar McFarland I yaitu 108 CFU/ml. Kemudian suspensi 
diencerkan sebanyak 10 kali dalam NaCl fisiologis sehingga didapatkan 
konsentrasi sebesar 107 CFU/ml. Setelah itu, suspensi diencerkan 
sebanyak 10 kali dalam larutan SDB sehingga pada hasil akhir 
didapatkan konsentrasi Malassezia furfur sebesar 106 CFU/ml (Habib 
& Putri, 2007; Efendi & Hertiani, 2013). 
4.7.6 Pembuatan Ekstrak Daun Lidah Buaya (Aloe vera) 
     Tahap awal yang dilakukan ialah pengumpulan bahan baku daun lidah 
buaya (Aloe vera ) yang kemudian daun lidah buaya disortasi basah untuk 
memisahkan kotoran, dihilangkan durinya dengan pisau sehingga 
menghasilkan 3 Kg sampel daun lidah buaya basah dan dipotong-potong, 
kemudian dikeringkan dengan menggunakan oven pada suhu 40oC. 
Sampel yang telah kering kemudian digiling halus menggunakan blender 
lalu diayak dengan ayakan Mesh 200. Serbuk daun lidah buaya sebanyak 
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100 g dimasukkan ke dalam beaker glass, kemudian ditambahkan pelarut 
etanol 70% sebanyak 500 ml, ditutup dan dibiarkan selama 3 hari 
terlindung dari cahaya dan digojok setiap hari. Setelah 3 hari, rendaman 
tersebut disaring dengan kertas saring untuk memperoleh filtrat 1 dan 
residunya diekstrak kembali dengan etanol 70 % sebanyak 500 ml selama 
2 hari lalu disaring untuk memperoleh filtrat 2. Selanjutnya filtrat 1 dan 
filtrat 2 digabung kemudian diuapkan dengan evaporator pada suhu 40°C 
hingga menjadi ekstrak yang tidak terlalu kental ( Gaol, Bodhi , & Lolo, 
2016) 
4.7.7 Uji Efektivitas Kepekaan Antimikroba 
       Metode yang digunakan untuk tes ini adalah metode dilusi tabung. 
Pada penelitian ini beberapa macam ekstrak daun lidah buaya (Aloe vera) 
diinokulasi dengan perbenihan cair jamur Malassezia furfur. Proses 
selanjutnya diinkubasikan selama 3 x 24 jam pada suhu 37°C (Sukandar, 
Suwendar & Ekawati, 2006; Soleha, 2015). Dengan cara sebagai berikut: 
Hari ke 1 sampai ke 2 
1. Sediakan 10 tabung yang diberi tanda 1 (sebagai control positif yaitu 
ekstrak daun lidah buaya), tabung 2, tabung 3, tabung 4, tabung 5, 
tabung 6, tabung 7, tabung 8, tabung 9, tabung 10 (sebagai kontrol 
negatif yaitu jamur Malassezia furfur) . 
2. Masukkan 2 ml ekstrak daun lidah buaya pada tabung 1, biarkan kosong 
tidak terisi apapun pada tabung 2, dan tambahkan 1 ml aquades pada 
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tabung 3,4,5,6,7,8,9,10 serta 1 ml suspensi cair Malassezia furfur pada 
tabung 10. 
3.  
 
 
 
 
 
 
4. Masukkan masing-masing 1 ml ekstrak daun lidah buaya ke dalam 
tabung 2 dan 3. 
 
 
 
 
  
 
5. Campurlah hingga rata aquades dengan ekstrak daun lidah buaya 
tabung 3, kemudian pindahkan 1 ml ke tabung 4. 
 
 
 
 
1 ml ekstrak 
 2    3           2           3 
Konsentrasi ekstrak 
daun lidah buaya: 
Tabung 2  100% (1 
ml) 
Tabung 3  50% (2 
ml) 
Gambar 4.1 
Penuangan ekstrak, aquades dan 
suspensi cair jamur Malassezia furfur 
Gambar 4.2 
Memasukkan ekstrak ke tabung 2 dan 3 
Konsentrasi ekstrak 
daun lidah buaya: 
Tabung 3  50%    
(1 ml) 
Tabung 4  25%    
(2 ml) 
Gambar 4.3 
Memindahkan sebagian larutan ke tabung selanjutnya 
 1  2  3  4  5  6  7  8  9  10 
1 ml aquades dan 
1 ml suspensi cair 
Malassezia furfur 
     1 ml aquades 2 ml ekstrak 
3    4           3  4 
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6. Lakukan hal yang sama terhadap tabung 5, 6, 7, 8, 9 
7. Pada tabung 9, setelah larutan tercampur rata dibuang 1 ml.   
8. Setelah dari pengenceran diatas, maka didapatkan konsentrasi ekstrak 
daun lidah buaya dari masing-masing tabung adalah: 
 
Gambar 4.4 
Gambar 4.4 
Konsentrasi ekstrak daun lidah buaya setelah pengenceran 
 
9. Tambahkan tabung 2 sampai 9 (yang sudah tercampuri aquades dan 
juga ekstrak daun lidah buaya) dengan masing-masing 1 ml suspensi 
cair jamur Malassezia furfur.  
   
 
Gambar 4.5 
Gambar 4.5 
Konsentrasi ekstrak daun lidah buaya setelah ditambahkan M.  furfur 
 
10. Kemudian inkubasikan selama 3x24 jam dalam suhu 37⁰C.  
Hari ke-4 
      Tabung dikeluarkan dari inkubator dan didapatkan nilai KHM dengan 
cara melihat kejernihan tabung. Setelah itu, ambil 1 ose dari masing-masing 
1           2 3 4 5            6            7  8   9  10 
 
 100%     50%      25%    12,5%    6,25%    3,125%  1,56%    0,78%     0,39%     0% 
 
100%    100%      50%       25%    12,5%   6,25%  3,125%    1,56%     0,78%     0% 
 
   1               2      3     4    5              6              7       8       9      10 
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tabung dan diinokulasikan pada medium SDA. Kemudian diinkubasi lagi 
selama 3×24 jam dengan suhu 37 ̊ C (Sukandar, et al., 2006; Soleha, 2015). 
Hari ke-7 
        Medium SDA dikeluarkan dari inkubator dan dilakukan pengamatan 
secara kuantitatif pada masing-masing konsentrasi, sehingga didapatkan 
nilai KBM dengan cara menghitung jumlah koloni jamur Malassezia furfur 
dengan menggunakan colony counter (Soleha, 2015). Pengamatan ini 
dilakukan oleh peneliti, kemudian dikonfirmasi oleh analis laboratorium. 
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4.8  Alur penelitian 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Hari ke-6 : 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Analisis data 
 
Persiapan alat dan bahan 
Pembuatan ekstrak daun lidah buaya 
Pembuatan medium SDA dan SDB 
Inokulasi M. furfur pada medium SDA 
Inkubasi selama 1 hari jam pada suhu 37oC 
 
Inkubasi selama 3 x 24 jam pada suhu 37oC 
Pengamatan KHM 
Streaking dari masing-masing tabung ke medium SDA 
Pembuatan perbenihan 
cair jamur M. furfur 
 
Pengenceran 
larutan ekstrak daun 
lidah buaya 
Uji antifungal dengan Tube Dilution 
Konsentrasi ekstrak daun lidah buaya 
50
% 
25
% 
Kontrol 
bahan (+) 
100% 
12,5
% 
6,25
% 
3,125
% 
1,56
% 
0,78
% 
0,39
% 
Kontrol 
jamur (-) 
100% 
Pengamatan KBM 
Inkubasikan selama 3 x 24 jam pada suhu 37oC 
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4.9   Analisis data 
1. Data yang akan diolah menggunakan skala data kategorik dan numerik, 
maka analisis data akan digunakan adalah komparatif numerik tidak 
berpasangan >2 kelompok yaitu menggunakan One Way ANOVA. 
Namun, sebelum melakukan uji One Way ANOVA perlu di periksa 
terlebih dahulu normalitas dan homogenitas datanya.    
a. Uji normalitas yang digunakan adalah uji Saphiro-Wilk karena besar 
sampel yang digunakan ≤ 50. Data dianggap normal jika hasil p > 0,05. 
Jika hasil p < 0,05 maka data dapat ditransformasikan terlebih dahulu. 
Apabila setelah ditransformasi, data tetap tidak normal, maka dilakukan 
uji komparatif yaitu menggunakan uji Kruskal-Wallis + Post Hoc Mann 
Whitney.  
b. Uji homogenitas yang digunakan adalah uji Levene. Jika nilai p > 0,05 
maka ragam dikatakan homogen, begitu pula sebaliknya jika nilai p < 
0,05 maka ragam dikatakan tidak homogen.  
2. Bila didapatkan varian homogen, dilakukan uji One Way ANOVA + post 
hoc Bonferroni. Namun, jika didapatkan varian tidak homogen, maka 
digunakan uji post hoc Games Howell.  
